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論文内容要旨
 【目的】
 近年TPOは,巨核球系の分化増殖のみならず,多能性幹細胞や,赤芽球系を含む各系統の前
 駆細胞に作用することが明らかになってきた。TPOが赤芽球造血を支持するとの報告は多いが,
 そのメカニズムは不明である。TPOの支持する赤芽球分化機構の一端を明らかにするため,
 TPOにより赤芽球系に分化する細胞株を樹立し,解析を行った。
 【結果》
 エリスロポエチン(EPO)投与により赤芽球系に,TPO投与により巨核球系に分化するヒト
 白血病細胞株UT-7/GMを,TPOで処理した際,少数のヘモグロビン(Hb)陽性細胞が出現す
 ることに注目し,メチルセルロース半固形培地にUT-7/GM細胞をまき,ランダムにコロニーを
 採取した。各コロニーを液体培養にうっし,TPOで処理した際に最もヘモグロビン陽性率が高
 かったクローン11を,UT-7/GMTと名付け,以降の実験に用いた。
 UT-7/GMTは,granulocyte-macrophagecolonystimulatingfactor(GM-CSF),EPO,
 TPOに反応して増殖し,培養液からサイトカインを除去すると数日で細胞は死滅し,サイトカ
 イン依存性を示した。また,EPO(1U/mL),TPO(10ng/mL),GM-CSF(1ng/mL)で各5
 日間処理し,Hbを反映するジアニシジン染色でHb陽性率を検討したところ,それぞれ80%,
 50%,0.3%であった。
 UT-7/GMTをTPOで刺激すると,その特異的レセプター。-Mplはチロシンリン酸化される
 が,EPOレセプター(EPOR)はリン酸化されないこと,EPORに対するEPO及びTPOの
 competitionassayで,EPOの結合に有意な変化を認めなかったことから,UT-7/GMTのHb
 合成にいたるTPOのシグナルは,EPORでなく。-Mplを介すると思われた。TPOはEPO,
 GM-CSFと同等にJAK2をチロシンリン酸化した。また,EPO,GM-CSFより弱いながら,
 STAT5もチロシンリン酸化し,解析した範囲では,EPOとTPOの間にシグナル伝達の差は見
 いだせなかった。
 TPOによるHb合成のメカニズムをEPOと比較するため,赤芽球分化に関連する遺伝子の発
 現を,ノザンブロッティング法で検討した。GATA-1m-RNAの発現は,EPO処理時は,ピー
 クが6h及びday5にみられたが,TPO処理時には新たな発現増加はみられなかった。ヘム合成
 に不可欠なerythroid-specific5-aminolevulinatesynthase(ALAS-E)mRNAは,TPO処理6
 時間後,EPO処理12時間後より増加がみられ,最大レベルには,TPO処理後24時間,EPO処
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 理後72時間で達し,いずれもday7まで持続した。血小板産生に不可欠だがグロビンのプロモー
 ターにも結合領域を有するNF-E2mRNAは,TPO処理後3時間から発現が増加し,6時間でピー
 クに達し,以降持続した。EPO処理では,NF-E2はTPOと比べて緩徐に増加し,day3で最大
 となり,以降持続した。以上のようにTPO処理では,EPOと異なってGATA4の誘導がほと
 んどみられず,代わってNF-E2が早期より誘導され,γ一globinとALAS-EmRNAのピークが
 それに続き,EPOによる誘導より早く1日から3日で最大となり,以降持続した。
 巨核球分化に関連する因子として,Plateletfactor4(PF4)mRNAの発現をRT-PCRで検討
 したところ,処理前のUT-7/GMT細胞中に微量に検出されたが,TPO処理3～5日後に消失,
 7日以降に再び出現した。一方,ジアニシジン陽性細胞は,TPO処理5日目をピークに7日目以
 降減少し,2週間後には,消失した。EPO処理時には,観察期間内で,PF4の発現誘導はみら
 れなかった。
 誘導されるHbパターンを等電点電気泳動にて解析したところ,EPO処理では,HbFは処理
 前の約2倍,HbAは約3倍,HbX,HbBar七's,HbPort工andは,処理前の約5倍に増加してい
 た。TPO処理では,HbFとHbAが,処理前の4倍以上に増加したが,HbX,HbBar七's,Hb
 Portlandはむしろ減少し,EPOとTPOで誘導されるHbパターンに明らかな差がみられた。
 EPOによる赤芽球分化のトリガーは,G1の延長だと考えられているため,TPO処理時の細
 胞周期を検討した。GOIGl周期の細胞の割合は,TPO(IOng/mL)を投与して24時間減少せず,
 TPOによる赤芽球分化にも,EPOと同様,G1の延長を伴うことが確認された。TPO(10ng/
 mL)存在下でも,GM-CSFを同時に投与すると,GOIG1期の細胞は減少し,TPOによるHb
 合成は抑制された。
 【結語】
 TPO投与により赤芽球系に分化する細胞株UT-7/GMTを樹立した。TPOはEPORを介さず,
 特異的レセプター。-Mplを介してUT-7/GMT赤芽球分化を支持した。EPO及びTPOで誘導さ
 れるHbのパターンの違い,及び赤芽球特異的遺伝子発現のカイネティクスの違いから,EPO
 と異なるTPOの赤芽球造血への影響が示唆された。本細胞株はTPOの支持する赤芽球造血機
 構を解析するモデルの一つになり得ると思われる。
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 審査結果の要旨
 トロンボポエチン(TPO)は,巨核球の分化・増殖・血小板産生の中心的役割を果たすサイ
 トカインであり,その受容体。-Mpiは。-mplによってコードされる。c-mplはマウスの白血病ウ
 イルスであるmyeloproliferativeieukemiavirusから発見された癌遺伝子v-mp1に対応する癌
 原遺伝子として同定され,その構造的特徴からサイトカインレセプタースーパーファミリーに属
 することが明らかとなったが,当時そのリガンドは不明であった。c-mp1のアンチセンスオリゴ
 ヌクレオチドが巨核球コロニーの形成を選択的に抑制するというMethiaらの報告をきっかけに,
 c-mplがTPOの受容体をコードするのではないかと考えられるようになり,1994年ついにTPO
 遺伝子の塩基配列が決定された。
 TPOは,当初は巨核球系に特異的に働くと予想されていたが,より幅広い作用を示す報告が
 相次いでいる。近年,ヒトCD34陽性細胞を用いたlnvitroの系で,TPOが赤芽球バーストを
 促進する作用を有していることが明らかになった。また,正常マウス及び,抗癌剤投与と放射線
 照射による骨髄抑制状態のマウスにTPOを投与すると,赤芽球系,巨核球系前駆細胞,未分化
 な多能性幹細胞が増加することが報告された。c-Mp1欠損マウスでは,造血幹細胞,及び赤芽球
 を含む各系統の比較的未分化な前駆細胞が減少していた。最近,エリスロポエチンレセプター
 (EPOR)欠損マウスの胚を用いたコロニーアッセイで,IL-3,IL-11,stemcellfactorの組み
 合せにTPOが加わると赤芽球コロニーが認められ,TPOが赤芽球系細胞の増殖分化を支持しう
 ることが報告された。これらの報告から,TPOが赤芽球造血においても何らかの役割を果たし
 ていると考えられるが,そのメカニズムについては未だわかっていない。
 本研究で樹立した細胞株UT-7/GMTは,TPO処理により赤芽球系に分化し,ヘモグロビン
 (Hb)陽性細胞が約5割に達する細胞株であるが,このような特性を持つ細胞株はこれまで報告
 されていない。UT-7/GMTにおいて,TPOはEPORを介さず,特異的レセプター。-Mp1を介
 してHb合成に至るシグナルを伝達した。TPOによる赤芽球分化とEPOによるそれを比較した
 ところ,合成されるHbのパターンに差があり,EPOではembryonic,feta1,adultHbのいず
 れもが誘導されたのに対し,TPOではfeta1,adultHbのみ誘導され,embryonicHbはむし
 ろ抑制された。また,赤芽球特異的転写因子のカイネティクスにも違いが見られた。以上のよう
 に,TPOの支持する赤芽球分化機構の一端を明らかにした点に意義があり,学位に充分値する
 ものと思われる。
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